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Der Methyl- und P-Cyan-athylester des Nicotinamidribotid-5’pyrophosphat.s 
werden durch Kondensation von Nicotinamidmononucleotid und den entspre- 
chenden Phosphorsaureestern mit Trifluoressigsaureanhydrid oder Dicyclo- 
hexylcarbodiimid erhalten. Biochemisch reagieren sie in Dehydrogenasesystemen 
langsamer als Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD). Werden 6-Methyl- oder 
2-Chlor-6-methyl-purin anstelle des Adenins im naturlichen Coenzym eingebaut, 
so weisen diese Verbindungen gleiche biochemische Eigenschaften wie das NAD 
auf. Die Purinribotid-5’-phosphate werden synthetisch, Nicotinamidmononucle- 
otid wird durch Spaltung von naturlichem NAD mit Pyrophosphatase aus 
Kartoffeln gewonnen. Die Kondensation zu den Coenzymmodellen erfolgt in 
waBrigem Pyridin mit Dicyclohexylcarbodiimid. Die Wechselwirkung zwischen 

dem Purin- und Pyridinring wird spektroskopisch untersucht. 

Im Verlaufe unserer Untersuchungen uber die Wechselwirkung zwischen dem Purin- 
und Nicotinamidteil im Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) (IX) haben wir beim 
Nicotinamid-[6-mercapto-purin]-dinucleotid und dessen Methyl-thioather einen An- 
stieg des Purinextinktionskoeffizienten wahrend der Reduktion des Nicotinamidteils 
beobachtet 1). Bei anderen Coenzymen absorbiert der Purinteil die gleiche Wellenlange 
wie der Nicotinamidteil. Eine gegenseitige Beeinflussung beider Chromophore wird 
dadurch schwerer erkennbar. Urn die Storung durch die Purinabsorption auszuschal- 
ten, haben wir den Methyl- und ,R-Cyan-athylester (XIV und XIII) des Nicotinamid- 
ribotid-5’-pyrophosphats synthetisiert. Die Verbindung XI11 weist im oxydierten Zu- 
stand bei 264mp ein Maximum mit E = 4.6 x 103, nach der Reduktion zumDihydro- 
nicotinamid nur noch etwa 0.6 x lo3 auf. Dabei entsteht bei 335mp ein neues 
Maximum mit E = 6.1 x 103 (cmz/mMol). Purin-nicotinamid-dinucleotide sollten im 
oxydierten Zustand eine Extinktion aufweisen, die sich additiv aus den Anteilen des 
Purin- und Nicotinamidringes zusammensetzt. Nach der Reduktion zum Dihydro- 
coenzym sollte die Extinktion bei 264 mp etwa der des Purinribotids entsprechen. 
Tatsachlich ist die Differenz der Extinktionswerte zwischen oxydiertem und reduzier- 
tem naturlichem Nicotinamid-adenin-dinucleotid geringer, namlich 3 x 103.’ R. M. 
 BOCK^) zeigte, dal3 erst nach Spaltung der Pyrophosphatbrucke der theoretische Wert 
erreicht wird. 

1) G. PFLEIDERER, C. WOENCKHAUS, K. SCHOLZ und H. FELLER, Liebigs Ann. Chem., im 

2) J. M. SIEGEL, G. A. MONTGOMERY und R. M. BOCK, Arch. Biochem. Biophysics 82, 288 
Druck. 

[1959]. 
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I: R = C1, R8 = R" = Ac W. R = H ,  R' NHz (NAD) 
II: R = H. R' = R" = A c  

111: H = C1, R' = R" = H 
X. R C1. H' = CH3 

XI: R = H ,  R'  = CH3 
IV: R I RI = H" = H 

V: R = C1, H' H ,  H", R" = (C H3)2C< 
VI: H = R' = H. H", R" = (CH&C< 

voNH2 
VII: R = C1, R' = W3Hz,  R" = H 

VIII: H = R" H. H' = P03Ha 

H2-O-iioR 

XII: H = H 
XIII: R = P(O)(OH)OCHzCHzCN 
XIV: R = P(O)(OH)OCH3 

Es interessierte uns, inwieweit Substituenten am hrinring in 6- und 2-Stellung 
einen EinfluR auf die Wechselwirkung ausuben. Wir haben deshalb anstelle des 
Adenins 6-Methyl- und 2-Chlor-6-methyl-purin in das Coenzym eingebaut. Die Er- 
gebnisse sind mit den Werten von anderen, schon vorher veroffentlichten Verbindun- 
genl) in der Tab. zusammengefaflt. Der Unterschied zum naturlichen NAD ist bei 
allen purinhaltigen Coenzymmodellen gering und liegt am Rande des MeRfehlers. 
Fur die gegenseitige Beeinflussung scheidet eine Wasserstoffbruckenbindung zwischen 
der Saureamidgruppe im Nicotinamid und der Aminogruppe des Adenins aus, da der 
Ersatz der Aminogruppe durch Wasserstoff oder den Methylrest moglich ist, die keine 
Wasserstoff bruckenbindung eingehen. Damit ist eine Extinktionsdifferenz von 4 x 103 
zwischen oxydierter und reduzierter Form bei 265 mp zu erwarten, die aber nicht 
auftritt, was auf die Moglichkeit eines x-Komplexes deutet. Bei Nucleinsauren bedingt 
die Wasserstoffbruckenbindung eine Verminderung des Extinktionskoeffizienten. 

Alle purinhaltigen Coenzymmodelle zeigen gegenuber dem NAD biochemisch kaum 
einen Unterschied. Die MICHAELIS-Konstanten und Umsatzzahlen, gemessen an Hefe- 
und Leber-Alkoholdehydrogenasen, liegen in der Groknordnung des naturlichen 
Coenzyms, ebenfalis die Cyanid- und Sulfit-Dissoziationskonstanten. G .  PFLEIDERER 

und Mitarbb. konnten zeigen 31, daR erst die vollstandige Entfernung des Adeninteils 
im NAD zu einem starken Abfall der biochemischen Aktivitat fuhrte. 

3 )  G .  PFLEIDERER,  E. SAXN und F. ORTANDERL, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 73, 
39 [1963]. 
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In den beiden Nicotinamidribotid-5’-pyrophosphatestern XI11 und XIV wurden 
noch kleinere Coenzymbruchstucke dargestellt, die in ihrem biochemischen Verhalten 
zwischen dem Nicotinamidmononucleotid und dem adeninfreien Coenzymrest stehen. 
Aufgrund des grol3en Unterschiedes zwischen purinfreien und purinhaltigen Coenzym- 
modellen im enzymatischen Test sind wir damit beschaftigt, den Stickstoff in den 
heterocyclischen Ringen durch Kohlenstoff zu ersetzen. Die ersten Untersuchungen 
an dem Benzimidazolanalogen von NAD zeigen, daR es im enzymatischen Test lang- 
samer reagiert als das Coenzym. Pyrophosphatase aus Kartoffeln spaltet die Pyro- 
phosphatbrucke dieser Verbindung nicht. 

Zur Synthese des 6-Methyl- und 2-Chlor-6-methyl-purins nach S. GABRIEL und 
J. COLMAN~) sol1 noch folgendes bemerkt werden: Die Uberfiihrung von 5-Nitro- 
6-methyl-uracil in 2.4-Dichlor-5-nitro-6-methyl-pyrimidin gelang rnit Phosphoroxy- 
chlorid in Dimethylanilin bei Atmospharendrucks) in guter Ausbeute. Die Hydrierung 
von 2-Chlor-4-amino-5-nitro-6-methyl-pyrimidin mit Palladium/Tierkohle oder Raney- 
Nickel lieferte 4.5-Diamino-6-methyl-pyrimidin nur zu 10 % d. Th.8); deshalb wurde 
wie friiher mit Phosphoniumjodid in konz. Jodwasserstoffsaure reduziert. 2-Chlor- 
4.5-diamino-6-methyl-pyrimidin wurde durch Reduktion mit Zinn(I1)-chlorid in Salz- 
saure hergestellt7). Der RingschluR zu den Purinen erfolgte rnit Orthoameisensaure- 
athylester und Ameisensaure9~ in guter Ausbeute. Die Quecksilbersalze der Purinbasen 
setzten wir mit 1-Chlor-0-triacetyl-ribofuranose zu den acetylierten Ribosiden I und 
I1 um. 

Auf diesem Wege stellte G. B. BROWN das 6-Methyl-purinribosid her 10). Nach dem 
Entacetylieren zu 111 und IV haben wir die 2’.3’-Stellung durch Isopropylidierung 
geschutzt und anschlieRend 6-Methyl- (VI) und 2-Chlor-6-methyl-9-[P-~-2’.3’-O-iso- 
propyliden-ribofuranosyl]-purin (V) nach G. M. TENER 11) rnit P-Cyan-athylphosphat 
in 5’-Stellung phosphoryliert. Die Purinribotid-5’-phosphate wurden in waRrigem 
Pyridin nach A. R. TODD in 15-25 d. Th. zu den Coenzymmodellen X und XI 
kondensiert 12) und durch Gradientenelution an Dowex-1-formiat-Saulen rnit Ameisen- 
saure steigender Konzentration gereinigt. Aus konzentrierter Losung konnten die 
Coenzymmodelle durch Fallen mit Aceton in fester Form erhalten werden. Durch 
Kondensation des Nicotinamidmononucleotids (XI) mit P-Cyan-athylphosphat er- 
hielten wir analog den P-Cyan-athylester XI11 in 5-proz. Ausbeute. Die Nitrilgruppe 
im Coenzymmodell konnte man im 1R-Spektrum bei 2250/cm erkennen. Den Methyl- 
ester XIV erhielten wir aus Methylphosphat und XI1 in Trifluoressigsaureanhydrid ‘3); 

denn die Ausbeute nach dem vorher beschriebenen Verfahren lag hier unter 0.5%. 
Dieverbindung wurde nicht rein erhalten. XI1 wurde nach G. W. E. PLAUT und K. A. 
PLAUT 14) durch Spaltung von Nicotinamid-adenin-dinucleotid mit einer Kartoffel- 
Pyrophosphatase hergestellt. 

7) Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 1234 [1901]. 
81 CH. W. WOENCKHAUS, Dissertat. Univ. Heidelberg 1960. 
9) N. RAY-PRASRD, C. WAYNE-NOEL und R. K. ROBINS, J. Amer. chem. SOC. 81, 193 [1959]. 

10) M. P. GORDON, K. S .  WELIKY und G .  B. BROWN, J. Amer. chem. SOC. 79, 3245 (1957. 
11) J. Amer. chem. SOC. 83, 159 [1961]. 
12) N. A. HUGHES, C. W. KENNER und A. R. TODD, J. chem. SOC. [London] 1957, 3733. 
’3) L. SCHUSTER, N. 0. KAPLAN und F. E. STOLZENBACH, J. biol. Chemistry 215, 195 [1955]. 
14) Arch. Biochem. Biophysics 48, 189 [1954]. 
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Alle Dinucleotide wurden elektrophoretisch auf Einheitlichkeit gepruft. Durch 
Ribose-15) und Phosphatanalysel6) wurde das Verhaltnis Phosphat zu Ribose gefunden 
und der Wassergehalt bestimmt. Durch Aufnahme der UV-Spektren vor und nach 
der Cyanidreaktion wurde die Anwesenheit beider Chromophore festgestellt. 

Fur die uberlassung von Chemikalien mochte ich dem CHEMISCHEN WERK HULS, der 
BAD~SCHEN ANILIN- & SODA-FABRIK und den FARBENFABRIKEN BAYER danken. 

BESCHREIBUNG D E R  VERSUCHE 

Die optischen Messungen wurden im Beckman DK I1 und Zeiss-Spektral-Photometer 
PMQ I1 vorgenommen. Die enzymatische Reduktion wurde mit Leber- und Hefe-Alkohol- 
dehydrogenasen der Firma Boehringer & Soehne GmbH in 0.2m Glycin/NaOH-Puffer pH 9.5 
durchgefiihrt und mit dem selbstregistrierenden Photometer ,,Eppendorf" verfolgt. 

2-Chlor-S-nitro-4-amino-6-methyl-pyrimidin: 35 g S-Nitro-6-methyl-uracil werden mit 60 ccm 
Dimethylanilin und 200 ccm Phosphoroxychlorids) erhitzt. Unter Aufschaumen tritt heftige 
Reaktion ein, die nach Unterbrechen der Warmezufuhr rasch abklingt. Etwa 2/3 des iiber- 
schuss. Phosphoroxychlorids werden i. Vak. entfernt, und der sirupose Riickstand wird auf 
1000 g Eis gegossen. Nach 12 Stdn. saugt man den Kristallkuchen ab und trocknet ihn iiber 
P4010 und KOH i. Vak. Nur geringe Mengen des 2.4-Dichlor-5-nitro-6-methyl-pyrimidins 
gehen dabei durch Sublimation verloren. Das Rohprodukt wird mit heiBem Petrolather 
(60-80") erschopfend extrahiert, der Petrolather i. Vak. entfernt und der kristallisierende 
Ruckstand in 60 ccm heiaem khanol  gelost und unter Riihren und Kuhlen auf 10-20" mit 
einer gesatt. Ammoniak/&hanol-Losung bis zum Bestehenbleiben der alkalischen Reaktion 
versetzt. Nach beendeter Reaktion wird das auskristallisierte Produkt abgesaugt und nach 
Trocknen mit Xylol extrahiert. aus dem das 2-Chlor-5-nitro-4-amino-6-methyl-pyrimidin in 
dichten, rosa Kristalldrusen ausfallt. Ausb. 10 g (38 %, bez. auf 5-Nitro-6-methyl-uracil), 
Schmp. 171". 

6-Methyl-purin: 10.0 g 4.5-Diamino-6-methyl-pyrimidin werden mit 100 ccrn Orthoameisen- 
saure-athylester und 25 ccm 98 - 100-proz. Ameisensaure 4 Stdn. unter RiickfluB gekocht. 
Nach dem Abdampfen des Ekter/Saure-Gemisches kristallisiert der Sirup. Das Rohprodukt 
wird durch Sublimation gereinigt. Ausb. 9.0 g (85 %), Schmp. 236". 

2-Chlor-6-methyl-9-[p- ~-2'.3'.S'-O-triacetyl-ribofuranosyl]-purin ( I )  : I 5 g 2-Chlor-6-methyl- 
purin werden in 250 ccm Wasser mit 2.2 g Natriumhydroxyd versetzt. Dazu werden 16 g 
Quecksilber(I1)-chlorid in Athanol/Wasser (1 : 1) gegeben. Das farblose, voluminose Queck- 
silbersalz wird abfiltriert und i. Vak. getrocknet (35 9). 15.5 g des Sakes werden in 250 ccrn 
Xylol suspendiert und azeotrop getrocknet. Nach Zugabe von 15 g I-Chlor-triacetylribojura- 
nose kocht man die Mischung 3-4 Stdn. unter RiickfluB und destilliert das Xylol i. Vak. ab. 
Den Ruckstand extrahiert man mit 3mal 100ccm Chloroform, wiischt die Extrakte zur 
Entfernung VOA Quecksilbersalzen mit 30-proz. KaliumjodidlBsung und trocknet mit Natrium- 
sulfat. Nach Abdestillieren des Chloroforms i. Vak. konnte I aus khan01 umkristallisiert 
werden. Ausb. I I  g (70%), Schmp. 170-174". 

C17H19CIN407 (426.8) Ber. C 47.84 H 4.48 CI 8.31 N:13.13 
Gef. C 48.07 H 4.54 CI 8.23 N 12.89 

15) E. VOLKIN und W. E. COHN, Methods of biochem. Analysis Bd. 1, S. 298, Interscience 

16) M. MARTLAND und R. ROBINS, Biochem. J. 20, 848 [19261. 
Publishers, New York 1957. 
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6- Methyl-9-[~-~-T'.3'.5'-O-triacety/-ribofuranosyll-purin ( I I )  wurde wie vorstehend synthe- 
tisiert und ist, wie in 1. c. 10) beschrieben, nicht kristallisiert. 
2-C'hlor-6-merhyl-9-~~-~-ribofuranosylj-purin (111) : 10.0 g I werden in 50 ccrn Athanol rnit 

50 ccm Ammoniak/d;thanol(l5 % NH3) versetzt und fest verschlossen 48 Stdn. unter gelegent- 
lichem Schiitteln bei Raumternperatur aufgehoben, wobei I vollstandig in Lbsung geht. 
Ammoniak und Athanol werden i. Vak. entfernt; der zuriickbleibende Sirup kristallisiert 
langsam durch. Ausb. 5.5 g (80%) 111, Schmp. 188-191". 

CllH13CIN404 (300.7) Ber. C43.93 H 4.36 CI 11.79 N 18.63 
Gef. C43.81 H 4.42 CI 11.54 N 18.45 

6-Methyl-9-[~-~-ribofuranosyl]-purin ( I V )  wurde wie vorstehend hergestellt und besaR die 
in 1. c. 10) angegebenen Eigenschaften. 

2-Chlor-6-methyl-9-[~-~-2'.3'-O-isopropyliden-ribofuranosy/J-purin ( V )  : 19.1 g p-Tuluol- 
sulfonsuuremonohydrnt (uber P40ra  i. Vak. getrocknet) werden unter Ruhren zu einer Sus- 
pension von 3.0g 111 in lOOccm absol. Aceton gegeben. Das Ribosid lbst sich nach kurzerzeit 
auf. Man liRt 2 Stdn. bei Raumtemperatur stehen und gieBt dann in eine Mischung aus 200 g 
Eis in 200 ccrn 0.5n NH3. Nach 2 Stdn. bei Raumtemperatur wird bei 40" i. Vak. zur Trockne 
eingeengt und der Ruckstand uber P4Olo i. Vak. getrocknet. Aus dem Kristallkuchen erhalt 
man durch Extraktion mit heiRem Aceton, Abdampfen des Losungsmittels und Umkristalli- 
sieren aus Wasser die fsoprupylidenverbindung V. Ausb. 2.8 g (80%), Schmp. 135- 136". 

C14H13CIN404 (340.8) Ber. C 49.34 H 5.03 CI 10.40 N 16.45 
Gef. C49.43 H 5.04 CI 10.53 N 16.46 

6-Merhyl-9-(~-~-2'.3'-O-isopropyliden-ribufuranosylJ-purin ( VI)  : Aus I .2 g IV wurden wie 
vorstehend I .2 g VI hergestellt. Ausb. 90 %, Schmp. I52 - 154". 

C'14HlgN404 (316.3) Ber. C 54.89 H 5.92 N 18.29 Gef. C 55.14 H 5.85 N 18.28 

2-Chlor-6-methyl-9-[~-~-ribofuranus)~I~-purin-5'-phosphut ( V I I ) :  680 mg V werden in 20 ccm 
Pyridin mit 8 ccm einer ~-Cycrn-uthylpkosphut-L~sung (aus 16.1 g Barium-p-cyan-athylphos- 
phat nach Behandeln rnit Dowex-5O-H\3, 200--400 mesh, und Lbsen in 50 ccm Pyridin11)) 
versetzt. Die Losung wird bei 30" i. Vak. zurTrockne eingeengt und mit absol. Pyridin wieder 
aufgenomrnen. Dieser Vorgang wird noch 2mal wiederholt; dann wird i n  20ccm absol. Pyridin 
mit 4 g Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Nach 24 Stdn. bei 20" werden zur Kristallsuspension 
20 ccm Wasser gegeben, und nach 30 Min. wird bei 30" i. Vak. zur Trockne eingeengt, der 
Ruckstand mit 100 a m  0.4n LiOH versetzt und 2 Stdn. bei 40" stehengelassen. AnschlieRend 
filtriert man vom Ungelosten, gibt das Filtrat auf eine Dowex-50-H@-SBule (2 x 30cm), 
wischt mit Wasser, bis im Eluat keine Absorption bei 260 mp  mehr zu messen ist, und engt 
es bei 30" i. Vak. auf 50 ccm ein. Aus der konz. Losung wird durch Neutralisieren auf pH 7.5 
mit Bariumhydroxyd-Losung anorganisches Phosphat gefallt, das abzentrifugiert wird. Man 
versetzt den Uberstand mit der doppelten Menge 96-proz. h h a n o l ,  wobei das Bariumsalz 
des Purinribotids ausfallt. Das Salz wird zentrifugiert und rnit Athanol und Aceton gewaschen. 
Aus diesem gewinnt man das freie Ribotid durch Lbsen in einer Dowex-50-H@-Suspension 
und Elution von einer Dowex-50-H"-SLule (2 x 30 cm). Nach dem Eindampfen des Eluats 
bei 30" i. Vak. auf etwa 3 ccm wird mit kaltem Aceton farbloses VII  gefallt. Das Nucleotid 
war mit wenig P-Cyan-athylphosphat verunreinigt. Zur Phosphat- und Ribosebestirnrnung 
wurde es papierelektrophoretisch in 0. I m Tris/Ameisensaure-Puffer, pH 8, gereinigt. Ausb. 
320 mg Bariumsalz (60%). Das Bariumsalz war 86-proz.; Ribose :Phosphat gef. 1.0 : 0.95. 
A,,, 268 m p  (pH 6.5). 

6-Methyl-9-[~-~-ribofuranosylJ-purin-5'-phosphat ( V I I I )  : Auf gleichem Wege wie VII wurde 
aus I g V I  1 g des Bariumsalzes yon VIII erhalten (60 %). Durch Austausch der Barium- gegen 
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Wasserstoff-lonen erhielt man das freie Ribotid VIII, das nach der Acetonfallung aus wenig 
Wasser in farblosen Nadeln kristallisierte. Ausb. 300 mg (40%), A,, 260 m p  (pH 5.6). 

CIIHl4N4O7P (346.5) Ber. C 38.16 H 4.36 N 16.18 P 8.95 
Gef. C 38.42 H 3.98 N 16.09 P 9.28 

I-(~-~-RibofuranosylI-benzimidazol-5'-phosphat (XU,  Benzimidazolyl- ( I  )- start des Nicotin- 
amids): Aus I-:~-~-RibofuranosylI-benzimidarol stellten wir nach lsopropylidierung der 
2'.3'-SteUung das Ribotid auf dem oben beschriebenen Weg her. Aus 1 .O g 1-[@-~-2' .3 ' -0-  
Isopropyliden-ribojiranosyll-benzimidazol erhalt man 400 mg freies Ribotid-5'-phosphat (40 %). 

C12HI5N2O7P (330.2) Ber. C 43.64 H 4.58 N 8.48 P 9.38 
Gef. C43.54 H 4.63 N 8.55 P9.61 

UV-Spektrum beipH 5.6:hm, 275 ( E =  4.8 x lO3cm2/mMol),268 (5.3 x lO3),262(4.8 x lO3), 
242mp (5.8 x 103). 

Nico tinamid-[ 2-chlor-6-methyl-purinl-di1iucleotid (X) : Zur Losung von 200 mg VII und 
100 mg Nicorinumidmononucleotid (XII) in 4.2 ccrn Wasser und 20 ccm Pyridin werden 3 g 
Dicyclohexylcurbodiimid gegeben. Man laRt 24 Stdn. bei Raumtemperatur stehen, filtriert 
dann den ausgefallenen Harnstoff ab und wascht ihn mit 1 ccm heiBem Wasser. Waschwasser 
und Filtrat werden vereinigt und erneut mit 2 g Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Dieser 
Vorgang wird so lange wiederholt. bis nach 5-7 Tagen nur noch geringe Mengen Cyclohexyl- 
harnstoff gebildet werden. Man gibt anschlieBend in 200 ccm Wasser, laBt 2 Stdn. bei 20" 
stehen, filtriert und schiittelt das Filtrat 3mal mit 150 ccm Chloroform aus. Die waI3r. Phase 
wird bei 30" i. Vak. auf 3 ccm eingeengt und auf eine Dowex-I-Formiat-Saule (30 x 2 cm) 
gegeben. Zunachst werden mit Wasser Nicotinamidmono- und -dinucleotid eluiert. An- 
schlieBend wird Ameisensaure steigender Konzentration (500-ccm-MischgefaB) aufgegeben, 
wobei die Coenzymmodelle meist bei 0.5- I n HCOzH erscheinen. Das Dinucleotid X wird 
durch die Addition von Cyanid an die 4-Stellung des Nicotinamidringes und das damit 
verbundene Maximum bei 330 m p  sowie das der Purinabsorption erkannt. Nachdem die 
entsprechende Fraktion bei 30" i. Vak. auf 3 ccm eingedampft ist, wird das Coenzymanaloge 
mit kaltem Aceton gefallt. Die zuerst als farbloses Harz ausfallende Verbindung X wird durch 
nochmaliges Umfallen feinkbrnig. Die Substanz ist meist 85-proz.. festgestellt durch Ribose- 
und Phosphatbestimmung. Ausb. 25 mg (1 2 %). Dieverbindung ist pherographisch einheitlich. 
Ribose : Phosphat gef. I : 0.95. A,,, 267 (oxydierte Form, pH 9.9,  339 und 268 m p  (reduzierte 
Form, pH 9.5). 

Nach dieser Vorschrift wurden auRerdem hergestellt: 
Nicotinamid-[6-methyl-purin]-dinucleotid (XI): Ausb. 40 mg (20 %) farbloses Pulver, phero- 

graphisch einheitlich. Ribose :Phosphat gef. 1 : I .  A,, 261 (oxydierte Form, pH 9.5), 338.5 
und 260 mp (reduzierte Form, pH 9.5). 

Nicotinamid-benzimidazol-dinucleotid ( IX,  Benzirnidazolyl- ( I )  start des Adenins): Ausb. 
60 mg (30%) farbloses Pulver, pherographisch einheitlich. Ribose :Phosphat gef. 1 : 1. 
A,, 278, (Schulter 272), 263,242 (oxydierte Form, pH 93,336,279,271,242 m p  (reduzierte 
Form, pH 9.5). 

Nicotinamidribotid-5'-pyrophosphorsaure- Pz-IB-cyan-athylester] ( X I I I )  : Ausb. 10 mg ( 5  %) 
farbloses Pulver, pherographisch einheitlich. Ribose : Phosphat gef. 1 : 2. A,,, 265 (oxydierte 
Form, pH 9.5). 335 mp (reduzierte Form, pH 9.5). 

Nicorinamidribotid-5'-pyrophosphorsaure-P~-methylester (XIV) : 135 mg Nicotinamidmuno- 
nucleotid XII  und 200 mg Bariumsalz des Merhylphosphuts werden in 2 ccm Trifluoracet- 
anhydrid gelost. Nach 24 Stdn. bei Raumtemperatur wird iiberschiiss. Anhydrid i. Vak. iiber 
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KOH und P 4 0 1 n  entfernt. Das zuruckgebliebene Harz wird erneut mit 1 ccm Trifluoracet- 
anhydrid behandelt, wie vorher getrocknet und der Ruckstand in wenig Wasser aufgenoinmen. 
Die Trifluoracctylreste werden bei 0" in 20 ccm S-prOZ. Ammoniuk entfernt. Dann sauert man 
durch Zugdbe von Dowex-50-He an, befreit durch Waschen uber eine Dowex-SO-H@-Saule 
von Bariuniionen, konzentriert das Eluat bei 30" i. Vak. auf I ccm und arbeitet durch Papier- 
rlektrophorese bei pH 8 (0.1 m Tris/Acetat-Puffer) mit 40 V/cm auf. Trotz mehrfacher Phero- 
grdphie konnte diese Verbindung nicht rein erhalten werden. Nach Elution vom Papier, Ent- 
fernung der Kationen an einer Dowex-50-H"-Saule, Konzentrieren des Eluats bei 30" i. Vak. 
auf I ccm und Flllen mit Aceton erhielt man 22 mg (1504) eines braunen Harzes, das sich an 
der LuTt tiefdunkel farbte. Amax 265 (oxydierte Form, pH 8.5) ,  335 mp (reduzierte Form, 
pH 7.0). 




